























骨細胞の分化・形成は、RANKL（receptor activation of NF-κ
要旨
　【目的】本研究では牛乳清中の LPS/TLR ４シグナル抑制分子の検索を目的とした。【方法】TLR ４/CD14/MD2-
HEK293 細胞及び RAW264.7 細胞を用い、LPS/TLR ４シグナルに対する乳清の阻害効果を調べた。【結果】乳清
溶液では、LPS/TLR ４シグナルを介した、TLR ４/CD14/MD2-HEK293 細胞での SEAP 発現、及び RAW 264.7 細
胞接着の阻害が確認された。さらに、Superdex 75 10/300 GL クロマトグラフィーにより、LPS 刺激で誘導され
る TLR ４/CD14/MD2-HEK293 細胞の SEAP 発現、及び RAW264.7 細胞からの TRAP 陽性多核巨細胞の形成を抑





　【Objective】The purpose of this study was to research LPS/TLR４ signal suppressor molecules in cow whey.　
【Procedure】TLR４/CD14/MD2-HEK293 and RAW264.7 cells were used to examine the inhibitory effect of 
whey on LPS/TLR４ signal transduction.【Results】In whey lysates, inhibition of SEAP expression in TLR４/
CD14/MD2-HEK293 cells via LPS /TLR４ signals, as well as inhibition of RAW264.7 cell adhesion via LPS/TLR４ 
signals was confirmed.　Furthermore, Superdex 75 10/300 GL chromatography yields a proteinase K sensitive 
fraction with a molecular weight of approximately 7,000 that suppresses LPS stimulated expression of SEAP in 
TLR４/CD14/MD2-HEK293 cells and also suppresses LPS stimulated formation of TRAP-positive multinuclear 
giant cells from RAW264.7 cells.【Conclusion】In this study, we discovered the existence of LPS/TLR４ signal 
suppressor molecule of about 7,000 in cow whey.
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　TLR ４/CD14/MD2-HEK293細胞は、非働化した10% FBS 
（Moregate）と１x Antibiotic-Antimycotic（Penicillin 100U/ml，
Streptomycin 100μg/ml 及 びFungizone 0.25μg/ml; Gibco）











ターアッセイには、100μl/well の培地が入った 96-well plate 
（Falcon）に1.2×106個の細胞を播種し、16時間後に、乳清溶液、
LPS 10ng/mlをそれぞれ添加し、24時間インキュベートした。
　RAW264.7細 胞 の 培 養 に は、10% FBSと １x Antibiotic-
Antimycoticを含むDMEMを用いた。形態の観察用に300μl/












K（Thermo Scientific）を25μg/ml（20mM Tris-HCl, pH7.2）の
濃度で37℃ 30分間処理し、さらに95℃で10分間、 proteinase K
を失活した後に活性を検証した。proteinase K処理ではSEAP
アッセイを考慮してSDSは加えていない。
４． Superdex 75 10/300 GL（Superdex 75）による乳清
の分画































































































































































































































































































Molecular weight (in log scale)
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